































amino  acids  satisfied  the  Food  and Agricultural Organization  (FAO)  requirements  for  human 
nutrition, except for lysine in few cases. BSF could be a flexible tool to bio‐convert a wide range of 
vegetable  by‐products  of  different  seasonality  in  a  high‐quality  protein‐rich  biomass,  even  if 
significant differences in the protein fraction were observed according to the rearing substrate. 




By  2050,  the world will  host more  than  9  billion  people,  and  the  availability  of 
proteins is the main concern in feeding the increasing population, as already pointed out 
as  long ago as 1975 by Meyer‐Rochow  [1]. Presently,  in Western diets  the proteins are 
predominantly introduced through products of animal origin, although the zootechnical 
production  constitutes an  important  issue  from an ecological point of view due  to  its 
impact on  the  environment  [2]. A valuable  and more  sustainable  source of protein  is 
represented by  insects. They have  a high nutritional  value  [3–5]  and,  compared with 
traditionally  farmed  animals,  insects  have  a much  higher  conversion  efficiency  and 
require  much  less  water  [2],  and  their  rearing  involves  much  less  greenhouse  gas 
emissions [6]. 
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they can be reared on a  large variety of bio‐waste substrates  [7,8], thus contributing  to 
their  mass  reduction  and  preventing  unnecessary  waste  of  resources  and  further 





most efficient bioconverters among  insects, being able  to  reduce  the weight of organic 
waste up  to 75% and converting  it  into a biomass rich  in proteins and  lipids  [13]. This 
makes the BSF suitable to be used as feed for farmed animals [14], for biodiesel production 
[15] and also for cosmetics or pharmaceuticals industries, thanks to its high chitin content 




characteristics,  ranging  from mushrooms  [20] and winery by‐products  [21],  restaurant 
waste [8], municipal waste [22], animal manure [10,23] and human faeces [24]. However, 
according  to European  legislation  (Regulation  (EC) No. 1069/2009), when  invertebrates 
are  industrially  reared,  they are considered as “farmed animals”;  therefore,  the use of 
animal manure, catering waste or former foodstuffs containing meat and fish as feeding 




highlighted  that no additional microbiological  risks  are  expected  for  insect  rearing on 
authorized substrates with respect to other animal farming [26]. In addition, a few studies 





view,  to  understand  the  feasibility  of  rearing  BSF  on  a  variety  of  substrates  and  a 
combination  thereof,  in  order  to  have  a  constant  BSF  production  and  composition 
throughout the year. 





lacking  some  essential  amino  acids,  such  as  cysteine, methionine  and  threonine  [12], 





prepupae  protein  in  relation  to  the  rearing  substrates  used.  A  total  of  49  different 




seasonal  availability. The diets were  formulated  according  to  a Design of Experiment 
approach (Mixture Design) based on the nutrient composition of each substrate and their 
seasonal  availability,  as  reported  in  Barbi  et.  al,  in  the  optic  of  a  possible  scale‐up 
application of BSF rearing on vegetable by‐products across the whole year [33]. To put 
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The  vegetable  by‐products were  collected  from  different  suppliers  in  the  Emilia 
Romagna Region (northern Italy): Agribologna (Bologna, Italy), Conserve Italia (Bologna, 
Italy)  and Cooperativa Agricola  Brisighellese  (Ravenna,  Italy).  The  by‐products were 
stored at −20 °C until use, and further grinded with IKA A10 laboratory grinder. 
Chemicals:  an AccQ‐Fluor  reagent  kit was  obtained  from Waters  (Milford, MA, 
















Fly” diet  (50% wheat bran, 30% alfalfa meal and 20% corn meal)  [34] was used as  the 
control diet (CTR). Forty‐nine experiments were conducted, inoculating exactly 300 BSF 












of vegetable by‐products were determined  through  the official method AOAC  991.43, 
while  total polyphenol  content was determined by using  the Folin–Ciocalteu method. 
Digestible carbohydrates were determined by difference. 
Regarding BSF prepupae, the total protein content was determined by the Kjeldahl 
method, utilizing 4.67 as  the nitrogen  to protein conversion  factor,  in order  to exclude 
chitin contributing to total nitrogen, as previously reported [36]. 
   















The  hydrolysed  samples  were  analysed  by  ultra‐performance  liquid 
chromatography  with  electrospray  ionization  and  mass  spectrometry  detector 
(UPLC/ESI‐MS,  WATERS  ACQUITY)  after  derivatization  with  6‐aminoquinolyl‐N‐








spectrometer:  the ESI source was  in positive  ionization mode, capillary voltage 3.2 kV, 
cone  voltage  30 V,  source  temperature  150  °C,  desolvation  temperature  300  °C,  cone 
gasflow (N2) 100 L/h, desolvation gas flow (N2) 650 L/h, full scan acquisition(270–518 m/z) 















mean  ±  standard  deviation.  Protein  and  amino  acid  data were  subjected  to  one‐way 
analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey post hoc test using IBM SPSS software 
version  21.0  (SPSS  Inc., Chicago,  IL, USA)  to determine differences between  samples. 
Significant differences were compared at a level of p < 0.05. 
The Pearson correlation coefficient was calculated to evaluate the linear correlations 
between  the  nutrients  in  rearing  substrates  and  protein  amounts  in  BSF  prepupae 
biomass. Both values were taken in absolute terms, calculated according to the following 
equations: 
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BSF total protein content
Protein% ∗ total grams of prepupae at the end of the breeding
100
 
𝐿𝑒𝑓𝑡𝑜𝑣𝑒𝑟𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑛𝑢𝑡𝑟𝑖𝑒𝑛𝑡 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑡
nutrient% in diet ∗ total grams of diet
100
 





period) and 19 variables  (18 amino acids and  total protein  content), and  the principal 





The Design Expert 12.0  (Stat‐Ease) code was used both  to set up  the experimental 
plan  and  to  analyse  the  results. A mixture  design was  selected  to  obtain  predictive 
reliability on the effect of the leftovers’ composition on the amino acid content of BSF’s 




and  the predictive power of  the model were  evaluated by using  the R2 and Pred‐R2, 
respectively. R2 is the proportion of the dependent variable’s variance predictable from 
the  independent  variables.  In  a  similar way, Pred‐R2  shows how well  the model  can 
predict  the  responses  for  new  observations.  Response  contour  plots  were  used  as 




The composition of rearing substrates, both  in  terms of  leftover combinations and 
specific  nutrient  composition  is  reported  in  Table  S1,  while  in  Table  1,  the  mean 
composition  of  the  diets  according  to  the  seasonality  (substrates  available  all  year, 

















if with consistent differences  in  total weight of  final prepupae biomass. In Table 1,  the 





amount.  The  specific  amount  of  prepupal  biomasses  in  each  rearing  experiment  is 
reported in Table S1 of the Supplementary Materials. 
As a  consequence,  the BSF prepupae obtained  can be  roughly divided  into  three 
groups  according  to  their  biomass weight  at  the  end  of  the  growing  process, which 
basically  correspond  to  the  three  groups  of  vegetable  diets  administered,  classified 
according  to  their  seasonality.  Indeed,  the  lower  quantity  of  prepupal  biomass were 
obtained  by  using  the  All‐Year  substrates,  the  intermediate  weight  with  Summer 













Lipid  0.78 ± 0.35  3.28 ± 2.12  3.18 ± 1.46  3.37 ± 0.1 
Ashes  6.66 ± 3.20  4.87 ± 0.71  4.02 ± 1.59  5.9 ± 0.5 
Fibres  23.1 ± 17.51  56.86 ± 14.79  56.69 ± 6.53  41 ± 2.5 
Polyphenols  0.03 ± 0.02  0.09 ± 0.02  0.04 ± 0.01  Nd 
Protein  5.07 ± 1.20  9.97 ± 2.71  16.03 ± 6.57  17.28 ± 1 
Available 
carbohydrates 
64.36 ± 20.07  24.93 ± 15.61  17.05 ± 10.72  32.61 ± 1 
Total prepupae 
biomass (g) 





















amounts  of  protein  compared  to  the  control  group,  although with  a  few  exceptions 
(Sample N—All‐Year, sample A, M, G—Summer). On the contrary, many of the Autumn 
group samples contain higher amounts of protein with respect to the control, indicating 







































in  the diet,  suggesting  that  there  is a  specific  level of  these nutrients  in  the  substrates 
allowing them to reach the maximum amount of protein in insects. 
More specifically, our data show that by increasing the amount of vegetable protein 











content, and  thereby a reduced protein content  (in % dry mass)  [44]. Consequently,  in 
order  to  obtain  prepupae with  a  high protein  content,  according  to  Figure  3,  a  good 
compromise  to maintain an advantageous conversion rate would be  to rear  them on a 
substrate  containing 7% by weight of protein. This value  is also  in accordance with a 
previous study [31]. 












are  reported  in  Table  S2.  An  explorative  Principal  Component  Analysis  (PCA)  was 
performed  to  assess  if  and  how  different  rearing  substrates would  affect  amino  acid 
composition. Principal Components are new variables obtained by linear combinations of 
the original variables (amino acids and total protein), allowing us to describe the system 





shows  the  scatter plot of  the  scores of PC1 versus PC2. The  loadings  for  the  first  two 
components are schematized in the component plot (Figure 4b). Glutamic acid/glutamine, 










the Autumn group mainly  in  their higher amounts of  lysine, aspartate and glutamate 
content. Finally,  the control group was  found  in an  intermediate position, closer to the 
All‐Year and Summer groups and with greater differences compared to the Autumn one. 





















His  33.50 a  37.86 ab  39.00 b  37.00 ab 
Ile  42.89 a  43.11 a  44.10 a  45.39 a 
Leu  71.24 a  77.66 bc  79.88 c  74.00 ab 
Val  60.49 a  60.25 a  66.09 b  62.43 a 
Lys  62.22 a  62.93 a  51.73 b  62.44 a 
Cys  18.17 a  20.42 a  20.14 a  20.70 a 
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Met  18.37 a  17.54 a  19.16 a  18.40 a 
Phe  41.69 a  40.03 a  46.47 b  42.53 ab 
Tyr  61.45 a  63.16 ab  69.67 b  64.13 ab 
Thr  39.50 ab  37.36 a  40.58 b  39.30 ab 












from  the diet, highlighting a  sharp decline when  samples of  the All‐Year group were 
considered. A similar trend was also observed for valine and histidine. Phenylalanine and 
tyrosine  were  lower  in  the  All‐Year  and  Summer  groups  when  compared with  the 
Autumn group, while  threonine  in  the Summer group was present  in a  lower amount 
with  respect  to  the  Autumn  group.  Actually,  several  peculiar  differences were  also 
observed in the single samples (Table S2). 

















the  complex  nature  of  these  correlations.  These  relationships  are  in  general  better 
explained by  the  interaction between  the  factors  rather  than by an  independent single 
factor,  confirming  the  need  for  the  multivariate  approach.  Furthermore,  the  fitting 
parameters show a fairly good fitting (R2 > 0.50) only for some responses, in particular for 
leucine,  valine  and  lysine  (Table  S4). The  graphical  representation  of  the  results with 
acceptable fitting quality is reported in Figures 5 and 6. According to these results, for the 























of  lipids  compared  to  protein  and  fibre.  A  rearing  substrate  based  on  75%  DM  of 
carbohydrates (Figure 6a) will result  in prepupae with lower amounts of lysine. In any 






lowest values are  in blue. For each  response,  the most significant  factor has been considered  for  the graphical model, 
expecting a higher variation in the response behaviour. 











acids with  respect  to  the  control group, except  in  the above‐mentioned  case of  lysine. 























His  16  36  23  46 
Ile  30  44  39  50 
Leu  61  76  67  89 
Lys  48  58  47  72 
Cys + Met  23  38  32  45 
Phe + Tyr  41  107  91  127 
Thr  25  39  33  44 
Trp  6.6  15  7  19 
Val  40  62  56  72 
According  to  these  figures,  all  the  analysed  BSF  prepupae  can  meet  the  FAO 
requirements, and, as in the case of histidine and tryptophan, the EAA content  is even 
double the required amount. Moreover, the  lowest values found in the samples turned 
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out  to be higher  than  the  recommended amounts, except  for  lysine, which  resulted  in 
being  at  the  lower  limit  in  few  cases  (two of  the BSF  samples  reared on  the Autumn 
substrates). This finding is particularly relevant, considering that the analysed prepupae 
samples did not undergo any thermal treatment, which, on the other hand, is very likely 




















achievement  of  BSF  prepupae  protein  biomass. An  important  outcome  of  this work 
focuses on the essential amino acids. Higher amounts of essential amino acids in the BSF 
prepupae that had been reared with the substrates of the Autumn group were observed. 
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